A PROPOS DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE (11)
MUTAGENESE CHEZ LA LEVURE

PRESENTATION DE LA LEVURE SACCHAROMYCES CEREVISIAE ADE] ET ADE2 :

Les levures utilisées (souches adel et ade2) sont auxotrophes pour l'adénine. Elles ne peuvent donc pas se
développer sur un milieu "minimum”.

Sur un milieu complet, elles commencent la chaine de réactions qui conduirait 4 la synthese de I'adénine, mais il y
a blocage par le fait de la mutation du géne adel ou ade2 au nivedu d'une molécule qui s'accumule
(phosphoribosyl aminoimidazole), et qui, au contact de l'air, devient rouge. Les levures cultivées dans le cas
présent constitueront donc des colonies rouges.

Document issu de "Biologie des levures” de Didier Pol :
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ERPF - phosphoribosy! pyrophosphate ; PRA : 5-phosphonibosylamine ; GAR : glycinamide ribotide ; FGAR : formyl glyanamide
ibotide ; FGAM : formyl glycinamide ribotide ; AIR : phosphoribosyl aminoimidazole ; CAIR : 5-amino 4-carboxyimidazole
ribotide , SAICAR : 5-amino 4-succinocarboxyimidazole ribotide ; AICAR : 5-amino 4-carboxamide imidazole ribotide ;
FAICAR : 5-formamido 4-carboxyamide imidazole ribotide ; IMP : inosine monophosphate ; ADS : adénylo succinate , AMP :
dénosine monophosphate ; ATP : adénosine triphosphate

NB : sur un milieu particulier, trés riche en adénine, les levures adel et ade2 font I'économie de toute la chaine de
réactions qui conduit 4 la synthése de I'adénine, les colonies sont alors de couleur habituelle, c'est a dire créme.
L'expérimentation conduite ici se fait sur milieu complet standard : elles seront donc de couleur rouge.

Les UV provoquent des mutations chez ces levures, ainsi, les levures cultivées - rouges - subissent une nouvelle
mutation.

PROTOCOLE :

e prélever une colonie de Saccharomyces ade et la mettre en suspension dans 10 mL d'eau physiologique.

e Dénombrer les levures par comptage au microscope en cellule de Malassez. Procéder a 2 dénombrements.

e Préparer par dilution en eau physiologique une suspension de titre 2.10> cellules par mL.

e Préparer 10 boites de milieu complet pauvre en adénine.

e Sur deux de ces boites étaler 100pL de cette suspension a 2.10° levures par mL: Témoins.

e Sur les 8 autres boites déposer 100 puL de la méme suspension de levures et les irradier par les UV pendant
des temps croissants : 2s, 4s, 6s, 10s, 30s 60s, 2 min, 3 min. Puis étaler rapidement les 100pL.

e ATTENTION procéder boite par boite, déposer les 100pL juste avant l'irradiation.

e Incuber ces boites 48 heures a 30°C.




LECTURE :

& Diverses mutations ont des effets « suppresseurs » vis a vis des mutations adel ou ade2 et
font disparaitre le phénotype rouge :
1. Toute mutation dans un gene situé en amont de adel ou ade2 dans la chaine de
biosynthése de l'adénine empéche 'accumulation du pigment rouge et les colonies
recouvrent la couleur créme babituelle.
2. Toute mutation empéchant la respiration (p-) empéche également la formation du
pigment rouge qui dépend du métabolisme aérobie. Toutefois, ces colonies sont plus
petites et plus blanches que les précédentes qui respirent (voir 2-1). Il est donc possible
d'identifier ces mutations en observant attentivement les colonies mutantes.
3. Une mutation « réverse » rétablissant le bon fonctionnement du géne ade ne sera pas
détectable directement parmi les mutants suppresseurs

Tracer les graphes suivants
— Nombre de clones = f (temps exposition UV)
— pourcentage de clones blancs = f (temps d'exposition UV)

INTERACTIONS ENTRE METABOLISME AEROBIE ET PIGMENTATION

—  Préparer deux boites de milieu complet pauvre en adénine.

—  Etaler sur chacune d'elle 100uL de suspension de Saccharomyces ade a 2.10% levures par mL.

— Sur l'une des deux boites couler une double couche a l'aide de 9 mL de milieu complet pauvre en adénine
stérile.

— incuber48ha30°C.

— Apres incubation décrire les colonies obtenues sur les deux milieux et conclure.




